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研究成果の概要（和文）：アミノ酸トランスポーターLAT1 はラットの血管平滑筋細胞および頚
動脈に発現しており、平滑筋細胞の増殖と生存に必要であること、頚動脈の血管障害後内膜肥
厚に深くかかわっていることがラットやマウスを用いた動物実験で明らかにすることができた。
さらに慢性血管障害である動脈硬化や大脳虚血病変の形成にかかわっていることを現在モデル
動物を使って検証中である。これらの研究により各種血管障害における LAT1 の重要性が明らか
になりつつある。 
 
研究成果の概要（英文）：LAT1, a transporter providing essential amino acids into the cells, 
is expressed in the rat aortic smooth muscle cells (RASMC), and also in the carotid artery. 
LAT1 is necessary for the growth and survival of RASMC. Animal experiments showed that 
LAT1 plays an important role in the neointima formation after vascular injury in the 
carotid and femoral artery. Furthermore, we are investigating the role of LAT1 in the 
development of atherosclerosis and in the function of blood-brain barrier. 
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１．研究開始当初の背景 
L-type amino acid transporter １（LAT1）
は細胞内へ必須アミノ酸を供給する輸送系 L
トランスポーターであり、脳、胎盤、精巣、
骨髄、血液・脳関門などに分布していること
が報告されている。LAT1 は Leu, Ile, Phe, 
Met, Tyr, His, Try, Val などの中性アミノ
酸を輸送する機能をもち、腫瘍細胞や新生細

胞など活発に増殖する細胞の増殖に必須で
ある。このような事実から、同じく血管平滑
筋細胞の増殖が重要な病態である冠動脈形
成術後の新生内膜形成や、脱分化して増殖性
の高まった血管中膜平滑筋細胞が内膜へ遊
走し増殖することが重要な粥状動脈硬化病
変の形成に LAT1 が重要な可能性を果たすこ
とが想定される。 
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２．研究の目的 
腫瘍細胞や新生細胞と同様、LAT1 は血管平滑
筋細胞の増殖に必須のトランスポーターで
あること、したがって、血管障害後の新生内
膜形成や、粥状動脈硬化病変の形成に関わっ
ていることが予想される。本研究では、血管
壁細胞における LAT1 の発現とその効果を検
討し、続いて大動脈における LAT1 の発現と
血管障害後の発現動態の変化とその作用を
LAT1 阻害薬を用いて検討する。さらに、動脈
硬化巣の形成や大脳虚血病変の出現におけ
る LAT1 の関与についても検討を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養 
Wistar ラットの大動脈由来の血管平滑筋細
胞(VSMC)の stock を実験に使用した。培地に
は 10％ Fetal Bovine Serum (FBS)を含む、
Dulbecco‘s Modefied Eagle Medium (DMEM)
を用い、5％CO2 条件下にて 37℃で培養した。
また、実験に応じて、FBS の濃度を変更し、
また培地に BCH を添加した。 
(2) 細胞増殖実験 
下記のタイムコースのように、VSMCを 24well 
plate を用いて培養(DMEM+10% FBS)し、80％
confluent になったことを確認したのち、
DMEM+0.1%FBS にmediumを交換した。その2、
４、６日後にmedium 交換を行い、Trypan Blue 
染色法による細胞数算定を行った。 

(3) 細胞死（アポトーシス）の測定 
VSMC を 24 well plate を用いて DMEM+10% FBS
にて 24 時間培養後、medium 交換し、下図の
タイムコースにしたがって培養後、sample の
調整を行った。MTT Assay により BIO RAD 社
製 Micro plate reader Model 680 を用い
て OD:595nmnの波長で、分光度測定を行った。
また、これと並行して 3cm dish を用いて同
様のタイムコースで培養を行い、sample を調
整した。そして、ELISA kit を用いてアポト
ー シ ス の 定 量 を 、 Micro plate reader
（OD:405nm）を用いて測定した。この際、H2O2

による酸化ストレスによるアポトーシス誘
導との比較実験も行った。 

(4) Western Blotting 
10cm dish で培養した VSMC ならびに、大動脈
（Aorta）、脳（Brain）、胎盤（Placenta）の
各組織をホモジナイズして得られた sample
を、必要に応じて超遠心、カラム濃縮法によ
り調整した。その後、タンパク濃度を測定し、
一定タンパク量に含まれる LAT1 の発現量を
Western Blotting (WB) 法により比較した。
また、下記のタイムコースに従い 10cm dish
で VSMC を培養し同様の方法で、LAT1 発現量
の経時的変化を調べた。 

（5）バルーン障害後新生内膜肥厚に対する
LAT1 阻害薬の効果 
Wistar 雄性ラットの頸動脈にバルーン障害
を施したのち、LAT1 阻害薬 BCH を pluronic 
gel を用いて障害部位に局所投与した。バル
ーン障害 14 日後に頸動脈を採取し、パラフ
ィン切片作成後、Elastica van Gieson 染色
を行った。染色した組織標本から新生内膜お
よび中膜の断面積を計測し、内膜/中膜比
（I/M ratio）を求めた。 
また、新生内膜における細胞増殖能を確認す
るために、BrdU 取り込み実験を行った。具体
的にはバルーン障害 6日後に BrdU を腹腔内
投与し、その 24 時間後に障害血管を取り出
し標本作製を行った。BrdU の検出には Cell 
proliferation kit(Amersham)を用い、内膜
および中膜における BrdU 陽性細胞数を計測
した。  
 
（6）LAT1 欠損マウスに対する大腿動脈 wire
障害モデル 
LAT1 ヘテロ欠損マウス（ホモ欠損マウスは胎
生致死）を作成し、Sata らの方法に従い（Sata 
M. J Mol Cell Cardiol 2000）、cook ストレ
ートガイドワイヤーを用いて 11～14 週齢の
雄性マウス大腿動脈に対して wire 障害を行
った。障害 28 日後に血管を取り出し標本作
製、染色後、新生内膜および中膜の断面積を
計測し、I/M ratio を求めた。 
 
（7）長期飼育動物における動脈硬化病変の
評価 
LAT1 欠損マウスホモ接合体は胎生致死とな
るため、ApoE 欠損マウスとの掛け合わせによ
って、生後の血管障害病変をみることは不可
能である。そこで、ヘテロ接合体とのバック
クロスを進めている。ApoE 欠損マウスは 20
～48 週齢で大動脈付近に顕著な粥状動脈硬
化病変を形成することがわかっており、ApoE
および LAT1 のダブルノックアウトマウスで



 

 

も同様あるいは軽度の血管変性がみられる
ものと予想される。そこで同様に 20～48 週
齢時点で大動脈の展開標本および胸部上行
大動脈起始部の横断標本を作成した後 Oil 
red O染色ならびに必要な免疫染色を施行し、
粥腫面積の定量を病変の質的評価を行う。 
（8）マウス脳低還流による大脳白質障害モ
デルの作製 
脳における慢性低還流モデルを作成し、脳が
高発現部位である LAT1への影響を検討する。
具体的には Shibataらの方法に従い（Shibata 
M. Stroke 2004）、マウスの両側頸動脈露出
後、内径 0.18mm、長さ 2.5mm の極小コイルを
頸動脈周囲に巻きつけることで頸動脈を狭
小化し、脳を通常の 70%程度の慢性低還流状
態にする。術後 30 日後付近で脳を取り出し
標本作製、Kluver-Barrera 染色にて関心領域
の脱髄病変の確認・スコア化を行う。ならび
に各種免疫染色を行い、病変の性質について
も評価する。 
 
４．研究成果 
(1) 培養血管平滑筋細胞（VSMC）における LAT
の発現：通常の条件（DMEM+10%FBS）で培養
したラット大動脈 VSMC（RASMC）における LAT1
の発現を抗 LAT1 特異抗体を用いて Western 
blot によって検討
したところ、非還
元下で 125kD の位
置に、還元下で
32kD の 位 置 に
（4F2hc とのヘテ
ロダイマーが外れ
るため）、LAT1 の特
異バンドが認めら
れ、本細胞におい
てLAT1が発現して
いることを確認し
た。 
 
(2) 培養血管平滑筋細胞（VSMC）の増殖に対
する LAT の関与 
① VSMCの増殖に対するLAT1阻害薬BCHの効
果：5%の血清刺激によっておこる RASMC の増
殖に対して、LAT 阻害薬である BCH を添加し
たところ、濃度依存的に（5, 10, 25 mmol/L）、

添加 2, 4 日後の細胞数の増加が抑制された。 
② VSMCの生存性に対するLAT1阻害薬BCHの
効果：細胞生存性を MTT assay で評価したと
ころ、同じ BCHの濃度で（1, 5, 10, 20 mmol/L）
細胞生存は低下した。 
このことから、LAT1 は RASMC の増殖と生存性
に必要なトランスポーターと考えられる。 
③ VSMC のアポトーシスに対する BCH の効
果：上記の結果を踏まえて、BCH による RASMC
に対するアポトーシスの影響を定量的 ELISA

により検討した。その結果、BCH 5, 10, 20 
mmol/Lを添加してもRASMCのアポトーシスに
有意な増加は見られなかった。 
(3) 培養内皮細胞の増殖に対する LAT の関
与：5%の血清刺激によるウシ頚動脈内皮細胞
（BAEC）の増殖に対して、BCH 10, 20 mmol/L
を同時添加し、3 日後の細胞数を調べたとこ
ろ、平滑筋細胞と同様、いずれの濃度でも

BAEC の細胞増殖に抑制が認められた。 
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(4) バルーン傷害後内膜肥厚における LATの
発現：
雄 性
Wistar
ラット
の頸動
脈を採
取し、
LAT1の
発現を

Western blot で調べた結果、190kD の位置（非
還元下）と 75kD の位置（還元下）に LAT1 の
バンドが認められた。 

また、総頸動脈にバルーン傷害を施し、形
成さ
れる
新生
内膜
にお
ける
LAT1 
mRNA
の発
現を
real 
time 
PCR
によ
って
調べた結果、障害 7日後に LAT1 mRNA の発現
が増加することを確認した。 
 
(5) バルーン障害後内膜肥厚に対する LAT1
阻害薬の効果：ラットの頚動脈にバルーン障
害を施し、同時にLAT1阻害薬BCHをpluronic 
gel を用いて障害部位局所に投与した結果、
障害 14 日後の血管の新生内膜部分の面積は
BCH 100 mg/kg の投与によって対照群
（vehicle 投与群）の約 40%に低下した。 

さらに、新生内膜部分での細胞増殖を BrdU
取り込み実験で確認した結果、同様に BrdU
の取り込みは対照群の約 40%に低下した。す
なわち、LAT1 を阻害することによってバルー
ン障害による内膜増殖は抑制されることが
判明した。 

 
(6) LAT1 欠損マウスを用いた血管障害後内
膜肥厚に対する LAT1 の効果の検討：11～14
週齢の LAT1 へテロ欠損マウスの大腿動脈に
ワイヤー障害を施すことで内膜肥厚を誘発
し、処置 28 日後の血管内膜肥厚の状態を対
照マウス（C57BL/6）と比較した。その結果、
内膜/中膜比は対照群 2.05 に対し欠損群
1.65 で、有意差は認められなかった。今後さ
らに数を増やして検討する予定である。 
 
(7) ApoE欠損マウスの動脈硬化病変の形成に
おけるLATの役割に関する検討：LAT1欠損マ
ウスホモ接合体は胎生致死となるため、ApoE
欠損マウスとの掛け合わせによって、生後の
血管障害病変をみることは不可能である。そ
こで、ヘテロ接合体とのバッククロスを進め
ている。今年度中には実験を行うほどマウス
を増やすには至らなかった。今後、掛け合わ
せを進め、必要な数が揃ったら、20～48週齢
の時点で大動脈展開標本と胸部上行大動脈
起始部の粥腫面積と病変の質的評価を行う
予定である。 
 
(8) 虚血による大脳白質障害モデルの構築
：当初ラット頚動脈を両側結紮することで大
脳虚血病変の作成を試みたが、実際には白質
病変をうまく作成するには至らなかった。そ
こで手法を変えて、C57BL/6マウスの両側頚
動脈を極小コイルで狭め、血流を低下させる
よう試みた。その結果、Kluver-Barrera染色
でcorpus callosumその他の関心領域に脱髄
所見を認め、虚血白質病変ができたと考えら
れた。今後、本モデルを用いてLAT1の発現、
分布等を解析する予定である。 
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